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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Estri kavne kisline (EKK) predstavljajo fenolne spojine, ki jih uvrščamo med derivate 
hidroksicimetnih kislin (Vermerris in Nicholson, 2008; LeBlanc in sod., 2012). Nahajajo se v 
zdravilnih rastlinah, drevesih različnih geografskih regij, zeliščih in ostalih rastlinskih virih 
(Medved, 2016). EKK lahko pridobimo tudi v laboratorijskem okolju s procesom kemijske 
sinteze (Tolba in sod., 2014). Zgrajeni so iz kavne kisline, ki je sestavljena iz fenolnega 
obroča, na katerega sta pripeti dve hidroksilni skupini ter alkohola, ki se kot funkcionalna 
skupina razlikuje pri vsakem posameznem EKK (Medved, 2016). Predhodne raziskave, 
opisane v delu z naslovom ˮBioaktivne spojine propolisa in njihov vpliv na kvasovko 
Saccharomyces cerevisiae na celični in proteomski ravniˮ (Petelinc, 2015) ter v delu, ki nosi 
naslov ˮVpliv estrov kavne kisline na kvasovko Saccharomyces cerevisiae na celični ravniˮ 
(Medved, 2016), ki so bile opravljene na kvasovki vrste Saccharomyces cerevisiae kot 
modelnem organizmu, so pokazale, da izpostavitev celic nekaterim vrstam EKK v določenih 
koncentracijah zniža znotrajcelično oksidacijo, povzroči spremembe v celični metabolni 
energiji ter spremembe na ravni proteoma. Te raziskave predstavljajo izhodišče za to nalogo, 
kjer smo v raziskavo vključili več vrst EKK in se osredotočili na preučevanje njihovega 
vpliva na znotrajcelično redoks stanje, pri čemer smo v celicah kvasovke merili razmerje 
NAD
+
/NADH in vsebnost glutationa v reducirani obliki, da bi pridobili boljši vpogled v 
antioksidativno delovanje EKK. 
1.2 CILJI NALOGE 
- preveriti razmerje NAD
+
/NADH v celicah kvasovke vrste S. cerevisiae, kot posledica 
tretiranja z EKK 
- preveriti vsebnost glutationa v reducirani obliki 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
V delovnih hipotezah smo predvidevali naslednje: 
H1) preučevani estri kavne kisline, ki znižajo znotrajcelično oksidacijo, bodo povečali 
razmerje NAD
+
/NADH v celicah kvasovke vrste S. cerevisiae, 
H2) preučevani estri kavne kisline, ki znižajo znotrajcelično oksidacijo, bodo povečali 
vsebnost glutationa v reducirani obliki. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OKSIDATIVNI STRES 
Vsaka celica, v kateri se vrši celično dihanje, je izpostavljena oksidativnemu stresu. Zaradi 
soočanja s tovrstno težavo, mora vsak organizem razviti antioksidativni sistem, ki mu služi 
kot obramba ob srečanju z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ang. reactive oxygen species, 
ROS) (Bilinski, 1991; Halliwell, 1999; Farrugia in Balzan, 2012). V primeru, da 
antioksidativni procesi v procesu celičnega dihanja niso prisotni, oz. so okvarjeni zaradi 
mutacij, se ob porabljanju kisika tvorijo večje količine  ROS in na takšen način v celici 
nastane oksidativni stres (Sies, 1991; Halliwell in Cross, 1994; Farrugia in Balzan, 2012). 
 
Slika 1 prikazuje potek procesa redukcije kisika v vodo tekom celičnega dihanja ter vmesne 
produkte (Proctor in Reynolds, 1984). 
  
 
Slika 1: Kemijski potek redukcije kisika do vode (Proctor in Reynolds, 1984). 
 
2.2 VRSTE REAKTIVNIH KISIKOVIH ZVRSTI (ROS) 
Izraz reaktivne kisikove zvrsti se nanaša na molekule kisika v različnih redukcijskih stanjih 
ter spojine kisika, v katerih so prisotni vodik, klor in dušik (Sigler in sod., 1999).  
 
V elektronski transportni verigi ima kisik vlogo terminalnega elektronskega akceptorja, pri 
čemer v sklopu kemijskih reakcij navadno prejme štiri elektrone. V primeru, da ne prejme 
vseh elektronov, pride do nastanka primarnih ROS, med katere uvrščamo superoksidni anion, 
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vodikov peroksid, hidroksilni radikal in singletni kisik (Jamieson, 1998; Manček in Pečar, 
2001). Te lahko reagirajo z znotrajceličnimi makromolekulami, kot so lipidi, proteini ter 
molekule DNA, ob tem pa nastajajo tudi sekundarne ROS, kot so peroksilni radikali, epoksidi 
ter aldehidi. Omenjene molekule lahko povzročijo dodatne poškodbe različnih celičnih 
organelov, membran in encimov (Stadtman, 1992; Ames in sod., 1993; Sigler in sod., 1999). 
Prekomerno kopičenje oksidiranih molekul v celici v končni fazi privede do celične nekroze 
(Costa in Moradas-Ferreira, 2001). 
 
2.2.1 Singletni kisik 
Pri kemijskih reakcijah, ki potekajo ob različnih procesih v celici, prihaja do prenosa 
elektronov med  molekulami. V primeru kemijskih ter fotokemijskih reakcij, nastaja energija, 
katera se lahko prenese na tripletni kisik (
3
O2). Ob prejetju energije, se tripletni kisik pretvori 
v singletno obliko (
1
O2) (Sigler in sod., 1999). Molekula kisika ima v singletni obliki enak 
volumen kot v tripletni obliki, kar omogoča nemoteno difuzijo molekule v celice. Zaradi 
lipofilnosti molekule singletnega kisika, se ta kopiči v celičnih membranah (Manček in Pečar, 
2001). Do reakcije med kisikom v singletni obliki ter znotrajceličnimi molekulami lahko 
prihaja na različne načine, in sicer preko kemične reakcije ali pa preko prenosa ekscitirane 
energije. V primeru prenosa ekscitirane energije, preide ciljna molekula v vzbujeno stanje, 
singletni kisik pa se vrne nazaj v nevzbujeno tripletno stanje (Sigler in sod., 1999; Gutteridge 
in Halliwell, 2000). V vodnem okolju znaša življenjska doba singletnega kisika približno 2 µs 
(Sigler in sod., 1999). 
 
2.2.2 Superoksidni anion 
Superoksidni anion predstavlja šibko bazo, ki nastane ob prvi stopnji redukcije kisika, oz. v 
procesu avtooksidacije znotrajceličnih spojin, na primer kateholov in flavinov (Sigler in sod., 
1999). Za večino biomolekul ima nizko reaktivnost, vendar lahko kljub temu inhibira 
delovanje antioksidativnih encimov, kot so glutation peroksidaza, NADH oksidaza, NADH 
dehidrogenaza ter mitohondrijska ATP-aza (Sigler in sod., 1999; Gutteridge in Halliwell, 
2000). Molekula superoksidnega aniona ima zaradi prisotnosti naboja sicer omejeno možnost 
prehajanja celičnih membran, vendar pa je odstranitev omenjene molekule za celico ključnega 
pomena, saj lahko ob prisotnosti molekule v celici prihaja do nastanka visoko reaktivnih ROS, 
kot so, singletni kisik, hidroksilni radikal ter vodikov peroksid. Z neposredno reakcijo 
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superoksidnega aniona s Fe-S centri v aktivnem mestu encimov, se aktivnost encimov izniči, 
posledično pa se prične v celici kopičiti prosto železo, kar lahko privede do dodatnih 
oksidativnih poškodb v celici (Gutteridge in Halliwell, 2000). 
 
2.2.3 Vodikov peroksid 
Vodikov peroksid se kot produkt pojavlja v sklopu procesa normalne celične presnove. 
Nastane lahko tako, da encim superoksid dismutaza katalizira reakcijo pretvorbe 
superoksidnega aniona v kisik ter vodikov peroksid, ali pa v procesu avto-oksidacije  
flavoproteinov ter hemoproteinov (Fridovich, 1995). Molekula je po velikosti podobna vodni 
molekuli. Pomembna lastnost je, da ne vsebuje neparnih elektronov, zaradi česar lahko brez 
težav prehaja skozi celične membrane ter prosto difundira po celotni celici. Ima učinkovitejšo 
oksidativno lastnost od superoksidnega aniona (Khan in Wilson, 1995). Pri fizioloških 
pogojih se v celici z delovanjem encimov, kot sta glutation peroksidaza ter katalaza, vzdržuje 
nizka koncentracija vodikovega peroksida, ki znaša 1 – 100 nmol/L (Sigler in sod., 1999). 
 
2.2.4 Hidroksilni radikal 
Hidroksilni radikal  zaradi svoje reaktivne narave reagira z večino molekul, prisotnih v celici 
(večkratnenasičene maščobne kisline, DNA, proteini) (Sigler in sod., 1999). Z molekulami 
lahko reagira na različne načine. V reakciji lahko iz ciljne molekule odcepi vodik (H) ali pa 
se prilepi na dvojno vez, s čimer povzroči nastanek verižne reakcije (Sigler in sod., 1999; 
Manček in Pečar, 2001). Hidroksilni radikal je slabo obstojen v okolju, saj je njegova 
življenjska doba krajša od 1 ns (Sigler in sod., 1999). 
 
2.3 MOLEKULARNE TARČE ROS V CELICAH KVASOVK 
 
Nakopičene reaktivne kisikove zvrsti v celici lahko botrujejo poškodbam pomembnih celičnih 
molekul, kot so molekula DNA, lipidi ter proteini. Obsežne znotrajcelične poškodbe lahko 
povzročijo celično apoptozo, oz. odmrtje celic (Farrugia in Balzan, 2012). 
 
2.3.1 Oksidativne poškodbe proteinov 
Poškodbe proteinov, ki se pojavijo zaradi znotrajceličnega kopičenja reaktivnih kisikovih 
zvrsti, imajo pomemben vpliv na homeostatske sposobnosti celic ter njihovo viabilnost. Vse 
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vrste reaktivnih kisikovih zvrsti lahko oksidirajo proteine. Oksidirani proteini so eni glavnih 
dejavnikov pri staranju celic. Pri ljudeh povzročijo nastanek Alzheimerjeve bolezni (Farrugia 
in Balzan, 2012). Tiolne skupine cisteina, metionin ter ostanki aminokislin, kot je aromatski 
fenilalanin, so zelo dovzetni za oksidacijo s strani reaktivnih kisikovih zvrsti (Berlett in 
Stadtman, 1997). 
 
Reaktivne kisikove zvrsti lahko povzročijo tudi nezmožnost pravilne sinteze proteinov. 
Nepravilno sintetizirani proteini na koncu niso zmožni opravljati svoje vloge (Holland in sod., 
2007). 
 
Kot najpomembnejše proteinske tarče ROS pa je vredno omeniti mitohondrijske proteine, kot 
so alfa-ketoglutarat dehidrogenaza, piruvat dehidrogenaza ter sukcinat dehidrogenaza 
(Cabiscol in sod., 2000; Cecarini in sod., 2007). 
 
2.3.2 Oksidativne poškodbe molekul DNA 
ROS lahko poškodujejo molekule DNA na več različnih načinov (Farrugia in Balzan, 2012). 
Poškodbe se lahko odrazijo tako v pretrganju enoverižnih ter dvoverižnih molekul, kot tudi na 
ravni modifikacij baznih parov in navzkrižnega povezovanja med proteini ter molekulo DNA 
(Henle in Linn, 1997; Finn in sod., 2011). Oksidativne poškodbe molekul DNA ter 
fragmentacija kromosomov so pogosto glavni razlog za pojav celičnega odmiranja pri 
kvasovkah (Farrugia in Balzan, 2012). 
 
Pri oksidaciji molekule DNA ima najpomembnejšo vlogo singletni kisik. Ta v molekuli 
oksidira gvanin (Halliwell in Cross, 1994), pri čemer nastane 7,8-dihidro oksogvanin, ta 
molekula pa je glavni pokazatelj oksidativne poškodbe molekule DNA v celici kvasovk 
(Jenner, 1994; Daroui in sod., 2004). 
 
2.3.3 Oksidativne poškodbe lipidov 
V splošnem zajemajo tovrstne poškodbe peroksidacijo lipidov, pri čemer se tvorijo krajše 
verige maščobnih kislin. Ob tem se poveča fluidnost membran, kar privede do poslabšanja 
strukturne integritete membran (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Sigletni kisik reagira z 
večkratnenasičenimi molekulami, pri čemer nastanejo labilni peroksidi in hidroperoksidi 
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(Sigler in sod., 1999). Ob povečanju koncentracije vodikovega peroksida se kot posledica 
peroksidacije lipidov tvori malondialdehid (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Produkti 
peroksidacije, med katere sodijo aldehidi, epoksidi in alkani, lahko poškodujejo DNA ter 
inaktivirajo proteine (Gutteridge in Halliwell, 2000). 
 
Celice kvasovk niso zmožne sinteze večkratnenasičenih maščobnih kislin. Te molekule lahko 
pridobijo iz okolja, v katerem se nahajajo, ter jih vgradijo v svoje membranske strukture. Za 
namen študija oksidativne poškodbe lipidov so morali znanstveniki celice kvasovk kultivirati 
v mediju, obogatenem s tovrstnimi maščobnimi kislinami (Bilinski in sod., 1989). 
 
2.4 ANTIOKSIDANTI 
Kot je bilo že omenjeno, med procesom celičnega dihanja v celici nastajajo reaktivne kisikove 
zvrsti, zato celica potrebuje sisteme za učinkovito odpravo teh substanc. V splošnem ločimo 
endogene in eksogene obrambne sisteme, ki jih celica uporablja. Med endogene sisteme 
uvrščamo encime (katalaza, superoksid dismutaza, itd.), ter neencimske sisteme, med katerimi 
igra zelo pomembno vlogo glutation. V skupino eksogenih sistemov pa uvrščamo vitamine A, 
C in E, koencim Q ter estre kavne kisline, itd (Romero in sod., 2013).  
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2.4.1 Endogeni sistemi, ki služijo obrambi celic kvasovk pred reaktivnimi kisikovimi 
zvrstmi 
Preglednica 1: Primarni encimski antioksidativni sistemi, ki jih najdemo pri celicah kvasovk (Moradas - Ferreira 
in sod., 1996; Walker, 1998; Chen in Madura, 2002; Elsasser in sod., 2004). 
Obrambni sistem Funkcija 
Glukoza-6-P-dehidrogenaza Reducira molekulo NADP
+
 v NADPH. 
Glutation reduktaza Reducira glutation v oksidirani obliki. 
Citokrom C peroksidaza Reducira vodikov peroksid. 
Glutation peroksidaza V reakciji z glutationom reducira vodikov peroksid ter 
lipidne hiperokside. 
Tioredoksin reduktaza Reducira tioredoksin, ki se v celici nahaja v oksidirani 
obliki. 
Tioredoksin peroksidaza Razgrajuje vodikov peroksid ter alkilirane hiperokside. 
Katalaza A Razgrajuje vodikov peroksid, ki se nahaja v 
peroksisomih. 
Katalaza T Razgrajuje vodikov peroksid, ki se nahaja v citoplazmi 
celice. 
Cu/Zn superoksid dismutaza Razgrajuje superoksidni anion v citoplazmi celice. 
Mn superoksid dismutaza Razgrajuje superoksidni anion v mitohondriju celice. 
Od ubikvitina – odvisni sistem proteasomov Iz celice odstranjuje majhne oksidirane proteine. 
 
Preglednica 2: Primarni ne-encimski antioksidativni sistemi, ki jih najdemo pri celicah kvasovk (Moradas - 
Ferreira in sod., 1996; Walker, 1998). 
Obrambni sistem Funkcija 
Glutation Nase veže proste radikale ter reducira disulfidne (S-S) 
mostičke v proteinih. 
Glutaredoksin Reducira disulfidne (S-S) mostičke v proteinih. 
Tioredoksin Reducira disulfidne (S-S) mostičke v proteinih. 
Poliamini Varujejo lipide pred procesom oksidacije. 
Metalotionini Nase vežejo superoksidne ter hidroksilne radikale. 
 
2.4.1.1  Vloga glutationa 
Glutation predstavlja enega glavnih neencimskih antioksidativnih sistemov v evkariontski 
celici. Po sestavi gre za tripeptid, sestavljen iz sledečih aminokislin: glutaminska kislina, 
cistein ter glicin, ki v organizmih opravlja različne naloge. Med najpomembnejše naloge, ki 
jih opravlja, štejemo zaščito celice pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi. Kot antioksidant 
lahko deluje na dva načina, in sicer tako, da kot nosilec aktivne tiolne skupine v obliki 
cisteinskih ostankov neposredno reagira s kisikovimi reaktivnimi zvrstmi, ali pa deluje kot 
kofaktor za določene vrste encimov (Lushchak, 2012). 
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Slika 2: Reducirana oblika glutationa (GSH) (Lushchak, 2012). 
 
 
Slika 3: Oksidirana oblika glutationa (GSSG) (Lushchak, 2012). 
 
V znotrajceličnem okolju ima glutation dokaj stabilno strukturo. Znotrajcelične peptidaze 
lahko cepijo peptidne vezi, ki jih tvorijo α-karboksilne skupine aminokislin (Lushchak, 2012). 
 
Tako reducirane kot tudi oksidirane oblike glutationa (GSH in GSSG) delujejo usklajeno z 
ostalimi redoks aktivnimi spojinami, kot je NAD(P)H, za urejanje in vzdrževanje celičnega 
redoks stanja (Jones in sod., 2011; Lushchak, 2012).  GSH se sintetizira v procesu, ki sestoji 
iz dveh korakov. Pri nastajanju GSH tako sodelujeta encima L-cistein γ-ligaza, (γ-GLCL, EC 
6.3.2.2), imenovana tudi γ-glutamil-L-cistein ligaza ali γ-glutamilcistein sintaza) in glutation 
sintaza (GLS, EC 6.3.2.3). Po procesu sinteze se lahko GSH v celici porablja na različne 
načine, in sicer z oksidacijo, konjugacijo ali hidrolizo (Lushchak, 2012). GSH se lahko 
neposredno oksidira preko ROS in RNS ali pa posredno v od GSH odvisnih, s peroksidazo 
kataliziranih reakcijah (Townsend, 2014). 
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2.5 KVASOVKA SACCHAROMYCES CEREVISIAE KOT MODELNI ORGANIZEM 
ZA ŠTUDIJ ANTIOKSIDATIVNEGA DELOVANJA SPOJIN 
 
Kvasovko Saccharomyces cerevisiae smo uporabili kot modelni organizem za preučevanje 
celičnih metabolnih procesov ob tretiranju celic s posameznimi estri kavne kisline. Celice smo 
z estri kavne kisline tretirali v stacionarni fazi rasti, saj je njihov metabolizem v tej fazi v 
največji meri podoben celicam, katere najdemo v večceličnih organizmih (Petelinc in sod., 
2017). Človeške ter ostale evkariontske celice preživijo večino časa v stanju mirovanja, ki ga 
označujemo kot faza G0. Celice kvasovk Saccharomyces cerevisiae dosežejo fazi G0 
podobno stanje v obdobju stacionarne faze rasti. Podobnost se odraža v različnih celičnih 
procesih, kot so znotrajcelična oksidacija, celična metabolna aktivnost, predvsem pa v 
produkciji celične energije, ki v največji meri izvira iz celičnega dihanja, ki poteka v 
mitohondrijih (Zakrajšek in sod., 2011). 
 
Kot modelni organizem ima kvasovka mnogo prednosti v primerjavi s človeškimi celicami: je 
enocelični evkariont s kratkim podvojevalnim časom, enostaven za rast in izvajanje 
manipulacij z biokemijskimi in genetskimi pristopi, raste na enostavnih, cenenih tekočih in 
trdnih gojiščih, njeno vzdrževanje je poceni in enostavno (Menacho-Marquez in sod., 2007). 
Oksidativne poškodbe proteinov, lipidov, nukleinskih kislin in drugih celičnih komponent kot 
tudi obrambni mehanizmi proti oksidativnemu stresu (encimi, ki so vključeni v odstranjevanje 
ROS, popravilo poškodovanih molekul in odstranjevanje nepopravljivih proteinov) so v 
osnovi podobni na vseh ravneh celične organizacije, zato so mikroorganizmi primerni modeli 
za študij različnih vidikov oksidativnega stresa na biokemijski, molekularno biološki in 
celični ravni (Sigler in sod., 1999; Costa in sod., 2001).  
2.6 PREUČEVANI ESTRI KAVNE KISLINE 
 
2.6.1 CAME ali metilni ester kavne kisline 
CAME ali metilni ester kavne kisline ima zelo velik protivnetni učinek, pripisujemo pa mu 
tudi učinkovito protitumorno delovanje, saj lahko na genskem nivoju zmanjša izražanje 
faktorja TNF-α, ki je znan kot alfa - tumor nekrotizirajoči faktor (Shin, 2004). Metilni ester 
kavne kisline pripomore tudi k regulaciji imunskega sistema organizma ter pomaga 
preprečevati različne bolezni, kot so astma ter alergijske reakcije ( Lin in sod., 2012). 
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Slika 4: Kemijska formula CAME (Pharmaffiliates). 
 
2.6.2 CAEE ali etilni ester kavne kisline 
CAEE ali etilni ester kavne kisline je znan kot selektivni inhibitor biosinteze levkotrienov, 
enako kot metilni ester kavne kisline pa ima zaradi svoje kemijske strukture tudi ta 
protitumorno delovanje (Lim in sod., 2014). Učinkovito deluje proti nekaterim vrstam raka, 
kot so levkemija ter vrste kožnega raka. Raziskave nakazujejo na citotoksični učinek CAEE 
proti celicam raka na grlu (Boselli in sod., 2009; Lim in sod., 2014). Kot je bilo dokazano, 
lahko omenjeni ester kavne kisline aktivno preprečuje poškodbe jetrnega tkiva pri ljudeh 
(Boselli in sod., 2009). 
 
 
Slika 5: Kemijska formula CAEE (ChemFaces). 
 
2.6.3 CAIPE ali izopropilni ester kavne kisline  
CAIPE ali izopropilni ester kavne kisline je močan antioksidant, ki ima vlogo lovljenja 
prostih radikalov v celici (Petelinc in sod., 2017). Omenjeni ester lahko deluje kot 
kompetitivni inhibitor acil homoserin laktonov, s čimer onemogoča proces quorum – sensinga 
pri mikrobni vrsti Chromobacterium violaceum. Inhibitorno delovanje se je izkazalo že pri 
zelo nizkih koncentracijah, kot je 50 µg/mL (Gemiarto in sod., 2015). V znotrajceličnem 
okolju ima CAIPE vlogo pomembnega antioksidanta, ki v veliki meri inhibira rast nekaterih 
tumorskih celic (Wang in sod., 2014). V kombinaciji z acetilsalicilno kislino naj bi imel 
omenjeni ester tudi učinkovito kardioprotektivno delovanje, s čimer bi lahko v prihodnosti 
zmanjšali možnost hemoragične možganske kapi pri ljudeh (Shi in sod., 2015). 
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Slika 6: Kemijska formula CAIPE (De Sousa in sod., 2016). 
 
2.6.4 CAPE ali fenetilni ester kavne kisline  
CAPE ali fenetilni ester kavne kisline ima pomembno vlogo pri omejevanju oksidativnega 
stresa. Je učinkoviti lovilec ROS, kot so hidroksilni, superoksidni in peroksidni radikal ter 
singletni kisik (Spendal, 2014). S tem preprečuje nastanek rakavih obolenj, srčno-žilnih 
bolezni, hipertenzije, artritisa ter nevrodegenerativnih stanj v celicah organizma. Pripisujemo 
mu tudi protitumorne, antioksidativne, antibiotične, fungicidne ter protivirusne učinke (Zhang 
in sod., 2014). Močan antibiotični učinek se je izkazal proti bakterijskim vrstam, kot so 
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Haemophylus influenzae ter Listeria 
monocytogenes. Molekule kot so RNA, DNA ter celični proteini predstavljajo tarče za 
omenjeni ester kavne kisline (Murtaza in sod., 2014). Pri tovrstnih estrih je bila ugotovljena 
tudi vloga pri pospeševanju regeneracije tkiv, pozitivni učinek se je pokazal predvsem pri 
celjenju ran v ustni votlini pri ljudeh. V ustni votlini ljudi je pomemben tudi antibakterijski 
učinek, ki pomaga pri zmanjšanju zobne gnilobe (Gunay in sod., 2014). Prav tako kot za 
CAEE, so znanstvene raziskave tudi v primeru CAPE pokazale učinkovito citotoksično 
delovanje proti celicam raka na grlu (Boselli in sod., 2009; Lim in sod., 2014). 
 
 
Slika 7: Kemijska formula CAPE (Derman, 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA CELOTNEGA POTEKA DELA 
 
 
Kultivacija kulture kvasovk 
S. cerevisiae ZIM 2155 
na trdnem gojišču YEPD 





Aerobna submerzna kultivacija 
kulture kvasovk S. cerevisiae  
v tekočem gojišču YEPD 





             Inkubacija kulture kvasovk S. cerevisiae           Priprava založnih raztopin 
                                       v pufru PBS                         estrov kavne kisline  
                        (96 ur pri 28 °C, 220 obr./min.).                                    (CAME, CAEE, 




Izpostavitev celic kulture kvasovk  
S. cerevisiae  
 posameznim estrom kavne kisline 




    
      Določanje razmerja NAD+/NADH    Določanje vsebnosti glutationa v            
reducirani obliki 
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3.2.1 Kvasovka  
Kulturo kvasovk S. cerevisiae (ZIM 2155) smo pridobili iz Zbirke industrijskih 
mikroorganizmov (ZIM), na Oddelku za živilstvo, Biotehniške fakultete v Ljubljani. 
 
3.2.2 Preučevani estri kavne kisline 
Estri kavne kisline so bili pridobljeni s kemijsko sintezo (Katedra za tehnologijo mesa in 
vrednotenje živil). 
Preglednica 3: Posamezne vrste estrov kavne kisline s kraticami. 
Ester kavne kisline Kratica 
Metilni ester kavne kisline CAME 
Etilni ester kavne kisline CAEE 
Izopropilni ester kavne kisline CAIPE 
Fenetilni ester kavne kisline CAPE 
 
3.3 GOJIŠČA 
3.3.1 Priprava tekočih in trdnih gojišč YEPD 
Preglednica 4: Mase ter koncentracije posameznih komponent za pripravo tekočih in trdnih gojišč 
Posamezna sestavina gojišča Masa (g) Koncentracija (%) 
D(+)-Glukoza (Merck) 20 2 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 10 1 
Kazein Pepton (Conda) 20 2 
Agar (Biolife) 10 1 
Destilirana voda Dopolnimo do 1 L.  
 
Za pripravo tekočega gojišča YEPD smo uporabili D(+)-glukozo, kvasni ekstrakt ter pepton. 
V čašo z volumnom 2000 mL smo zatehtali 20 g D(+)-glukoze, 10 g kvasnega ekstrakta ter 
20 g peptona, na koncu pa dolili še 1 L destilirane vode. Vse sestavine v čaši smo izpostavili 
mešanju na magnetnem mešalu, dokler mešanica ni postala homogena. 
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V dve erlenmajerici s stransko roko volumna 150 mL smo prelili po 50 mL tekočega gojišča 
YEPD ter 360 mL gojišča v erlenmajerico s stransko roko volumna 1000 mL. Gojišča v 
erlenmajericah smo avtoklavirali z uporabo parnega sterilizatorja pri temperaturi 121 °C ter 
nadtlaku 1,1 bar. Čas avtoklaviranja pri navedenih pogojih je znašal 20 minut. 
 
Priprava trdnega gojišča YEPD je v osnovi potekala na enak način kot priprava tekočega 
gojišča YEPD, le da smo v steklenico z volumnom 1000 mL zatehtali še 10 g agarja, katerega 
smo nato prelili s tekočim gojiščem. Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, 1,1 bar nadtlaka, 
20 min, nato pa pustili da se je ohladilo do temperature 70 °C. Ohlajeno gojišče smo v 
brezprašni komori prelili v sterilne petrijeve plošče. Petrijeve plošče z gojiščem smo 
dokončno ohladili v brezprašni komori, nato pa plošče shranili pri sobni temperaturi do 
nadaljnje uporabe. 
 
3.4 RAZTOPINE, REAGENTI 
3.4.1 Priprava PBS pufra 
Za pripravo PBS pufra smo uporabljali vnaprej pripravljen "Phosphate - Buffered Saline" v 
obliki tablet (Dulbeco). Na 100 mL dodane bidestilirane vode smo raztopili 1 tableto. 
Pripravljeno raztopino smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C ter nadtlaku 1,1 bar. Čas 





Preglednica 5: Komplet za meritev NAD
+
/NADH (BioVision) 
Posamezna komponenta kompleta 
NAD
+
/NADH Ekstrakcijski pufer 
Pufer "NAD Cycling buffer" 





/NADH, so bile vnaprej pripravljene vse komponente, navedene v 
preglednici 5. Za namen izvedbe testa je bilo potrebno sveže pripraviti le encimsko mešanico, 
ki smo jo pripravili tako, da smo v 98 µL pufra "NAD Cycling buffer" dodali 2 µL encima v 
kompleksu "NAD Cycling Enzyme Mix". Nastalo mešanico smo temeljito resuspendirali s 
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pomočjo vrtinčnega mešala. Pripravljeno encimsko mešanico smo hranili pri temperaturi -80 
°C, vse ostale reagente pa pri temperaturi -20 °C. 
 
3.4.3  Merjenje vsebnosti glutationa v reducirani obliki 
Preglednica 6: Komplet za meritev glutationa GSH (BioVision) 
Posamezna komponenta kompleta Volumen 
GAB pufer 100 µL 
Perklorna kislina (PCA) 20 µL 
Kalijev hidroksid (KOH) 20 µL 
Ortoftalaldehid (OPA) 10 µL 
 
Večina navedenih komponent je bila v kompletu že predhodno pripravljena za uporabo. Le 
reagent OPA je bilo potrebno redčiti 5,25-krat. Redčitev reagenta smo izvedli tako, da smo 
200 µL reagenta OPA dodali 850 µL bidestilirane vode. Vse reagente smo hranili pri 
temperaturi -20 °C. 
3.5 PRIBOR, OPREMA 
3.5.1 Priprava gojišč za kultivacijo mikrobne kulture kvasovk S. cerevisiae 
 
3.5.1.1  Priprava tekočega gojišča YEPD 
- Laboratorijska spatula 
- Steklena čaša 2000 mL (Ilmabor) 
- Tehtnica PS1200/C/2 (Radwag) 
- Merilni valj (1000 mL) 
- Magnetno mešalo MM - 540 (Tehtnica) 
- Magnetna muha 
 
- Erlenmajerica  s stransko roko 50 mL (Borosilicate) 
- Erlenmajerica s stransko roko 500 mL (Schott Duran) 
- Erlenmajerica s stransko roko 1000 mL (Simax) 
 
- Parni sterilizator (avtoklav) (Sutjeska) 
- Merilnik časa Labor 3 (Hanhart) 
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3.5.1.2  Priprava trdnega gojišča YEPD 
- Laboratorijska spatula 
- Steklena čaša 2000 mL (Ilmabor) 
- Tehtnica PS1200/C/2 (Radwag) 
- Merilni valj (1000 mL) 
- Stekleni lij 
- Steklenica 1000 mL (Schott Duran) 
 
- Magnetno mešalo MM - 540 (Tehtnica) 
- Magnetno mešalo 
 
- Parni sterilizator (avtoklav) (Sutjeska) 
- Merilnik časa Labor 3 (Hanhart) 
- Brezprašna komora LFV P122 (Iskra Pio) 
- Petrijeve plošče (Golias) 
- Inkubator petrijevih plošč IG - 150 (Jouan) 
 
3.5.1.3  Priprava pufra PBS 
- Phosphate - Buffered Saline (Dulbeco) 
- Modul za ultra čisto vodo ddH2O (Millipore) 
- Merilna bučka 100 mL (Schott Duran) 
- Merilna bučka 200 mL (Schott Duran) 
- Čaša 100 mL (Schott Duran) 
- Plastična puhalka za destilirano vodo (Plasti Brand) 
- Steklenica 1000 mL (Schott Duran) 
 
- Parni sterilizator (avtoklav) (Sutjeska) 
- Merilnik časa Labor 3 (Hanhart) 
- Inkubator petrijevih plošč IG - 150 (Jouan) 
- Hladilna omara +9 °C (LTH) 
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3.5.2  Prenos kulture kvasovk S. cerevisiae s trdnega gojišča YEPD v tekoče gojišče 
YEPD 
- Inkubator petrijevih plošč IG - 150 (Jouan) 
- Brezprašna komora LFV P122 (Iskra Pio) 
- Plastične cepilne zanke 
- Spektrofotometer Photometer MA 9510 (Iskra) 
 
- Erlenmajerica s stransko roko 50 mL (Borosilicate) 
- Erlenmajerica s stransko roko 1000 mL (Simax) 
- Merilni valj (50 mL) 
- Stresalnik Multitron (Infors HT) 
 
3.5.3  Prenos kulture kvasovk S. cerevisiae iz tekočega gojišča YEPD v pufer PBS 
- Erlenmajerica s stransko roko 1000 mL (Simax) 
- Falkon epruveta 50 mL (TPP) 
- Velika centrifuga z nastavki za falkon epruvete Centric 322A (Tehtnica) 
- Merilni valj (100 mL) 
- PBS - pufer (Dulbeco) 
- Erlenmajerica s stransko roko 500 mL (Schott Duran) 
- Brezprašna komora LFV P122 (Iskra Pio) 
- Stresalnik Multitron (Infors HT) 
 
3.5.4 Kemijska sinteza posameznih EKK 
- Tehtnica CPA324S (Sartorius) 
- Povratni vodni hladilnik 
- Rotavapor R-215/V-700/V-850/B-491 (Buchi) 
- Lij ločnik 
- Filter modri trak 392 (Sartorius) 
- Vrtinčno mešalo Yellowline TTS 2 (IKA) 
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3.5.5 Priprava celičnih lizatov za meritve razmerja NAD+/NADH ter vsebnosti 
glutationa v reducirani obliki 
- Stresalnik Multitron (Infors HT) 
- Cirkonij - kremenčeve kroglice 
- ParafilmTM 
- Lepilni trak (3M) 
- Homogenizator Bullet Blender Storm 24 (Next Advance) 
 
3.5.6 Merjenje razmerja NAD
+
/NADH 
- Komplet za meritev NAD+/NADH (BioVision) 
- Brezprašna komora LFV P122 (Iskra Pio) 
- Velika centrifuga z nastavki za falkon epruvete Centric 322A (Tehtnica) 
- Vrtinčno mešalo 
- Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami , prozorna (Costar) 
- Centrifuga 3k30 (Sigma) 
- Termoblok Thermomixer comfort MTP (Eppendorf) 
- Čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
- Programska oprema čitalca mikrotitrskih plošč Magellan (Tecan) 
 
3.5.7 Izvedba testa bradford 
- 5-kratni koncentrat reagenta Bradford (Biorad) 
- Vrtinčno mešalo 
- Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami, črna (Costar) 
- Čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
- Programska oprema čitalca mikrotitrskih plošč Magellan (Tecan) 
 
3.5.8 Merjenje vsebnosti reduciranega glutationa 
- Komplet za meritev glutationa GSH (BioVision) 
- Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami, črna (Costar) 
- Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami, prozorna (Costar) 
- Vrtinčno mešalo 
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- Centrifuga 3k30 (Sigma) 
- Centrifuga Mini Spin (Eppendorf) 
- Termoblok Thermomixer comfort MTP (Eppendorf) 
- Čitalec mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) 
- Programska oprema čitalca mikrotitrskih plošč Magellan (Tecan) 
3.6 METODE 
 
3.6.1 Kemijska sinteza EKK 
Kemijska sinteza EKK je bila opravljena na Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje živil, 
pod vodstvom izr. prof. dr. Tomaža Polaka. V sklopu kemijske sinteze estrov kavne kisline 
smo v stekleno epruveto zatehtali 60 mg kavne kisline (Sigma–Aldrich, kataloška številka: 
C0625, 98 %). V posamezno epruveto smo nato za namen sinteze želenega estra kavne kisline 
dodali različno vrsto alkohola. Pri sintezi estra kavne kisline CAPE smo uporabili fenetilni 
alkohol (2-feniletanol, Sigma–Aldrich, kataloška številka: 77851, 99 %), pri sintezi CAIPE, 
izopropilni alkohol (izo-2-propanol), pri CAME metanol in CAEE etanol. Na koncu smo v 
vsako epruveto dodali še po 0,5 mL  koncentrirane žveplove (VI) kisline. Omenjena kislina 
ima v reakciji vlogo katalizatorja. Po dodatku vseh sestavin smo epruvete najprej segrevali s 
povratnim vodnim hladilnikom. Segrevanje je potekalo eno uro pri temperaturi 100 °C. Nato 
smo počakali, da se je epruveta ohladila približno do 50 °C ter spojino koncentrirali z uporabo 
rotavaporja. Po končanem postopku koncentriranja smo v epruvete dodali 50 mL kloroforma 
ter 50 mL vode. Zmes smo nato prelili v lij ločnik, temu pa je sledilo še intenzivno stresanje 1 
minuto. Iz lij ločnika smo odstranili spodnjo fazo kloroforma in  prefiltrirali skozi 10 g 
brezvodnega natrijevega sulfata in filtra modri trak. S pomočjo rotavaporja smo iz raztopine 
izparili vso preostalo tekočo fazo. Po opisanem postopku so bili pripravljeni vsi  estri kavne 
kisline. Za vse estre kavne kisline je postopek potekal enako, le pri sintezi estra kavne kisline 
CAPE smo vodo nadomestili z nasičeno raztopino NaCl (Medved, 2016). 
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3.6.1.1  Priprava založnih in delovnih raztopin EKK 
Preglednica 7: Volumen (µL) dodanega 96 % EtOH k izbranemu estru kavne kisline (EKK) za pripravo 
založnih raztopin. Koncentracija založne raztopine je znašala 0,2 M. 
Ester kavne kisline Masa (mg) Volumen 96 % EtOH (µL) 
CAME 21,3 559,5 
CAEE 14,52 348,7 
CAIPE 8,86 199,3 
CAPE 5,22 91,8 
 
Redčitve posameznih estrov kavne kisline smo pripravili tako, da smo suhi masi izbranega 
EKK dodali določen volumen 96 % etanola in na ta način pridobili založne raztopine  
posameznih EKK (0,2 M). Delovno raztopino s koncentracijo 0,02 M smo pripravili le v 
primeru CAPE, kjer smo založno raztopino 10-kratno redčili. Redčitve smo vedno pripravljali 
za vsak poskus sproti. 
 
3.6.2 Priprava kulture kvasovk S. cerevisiae  
Kulturo kvasovk smo precepili na trdna gojišča YEPD ter gojišča inkubirali tri dni pri 
temperaturi 28 °C. 
 
Po preteku treh dni smo kulturo s cepilno zanko prenesli v 50 mL tekočega gojišča YEPD, da 
smo dosegli vrednost OD = 0,95 pri valovni dolžini λ = 650 nm. Ob doseženi vrednosti OD = 
0,95 smo 40 mL kulture prenesli v erlenmajerico s 360 mL gojišča YEPD. 
 
Prenosu je sledila kultivacija kulture na stresalniku, pri 28 °C, 220 obr./ min, 60 ur. 
 
3.6.3 Prenos kulture kvasovk S. cerevisiae v pufer PBS 
Po pretečenih 60 urah inkubacije smo odvzeli 50 mL nastale brozge ter le–to najprej 
centrifugirali. Centrifugiranje je potekalo pri hitrosti 2500 g, 3 min. Po končanem 
centrifugiranju smo iz falkon epruvet odlili nastali supernatant, celično usedlino pa  enkrat 
sprali s pufrom PBS, ogretim na temperaturo 28 °C. Falkon epruvete s celično usedlino, 
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resuspendirano v PBS pufru, smo ponovno centrifugirali pri hitrosti 2500 g, 3 min. Iz falkon 
epruvete smo nato odlili nastali supernatant, dodali 50 mL pufra PBS in pelet resuspendirali. 
 
40 mL kvasne suspenzije smo nato prenesli v 500-mL erlenmajerico ter dodali še 160 mL 
pufra, tako da smo dosegli koncentracijo 1 ∙ 108 celic/mL. Prenosu kulture v PBS pufer je 
sledila inkubacija na stresalniku pri temperaturi 28 °C, 220 obr./min, za čas 96 h. 
 
3.6.4 Tretiranje kulture kvasovk S. cerevisiae z estri kavne kisline 
 
3.6.4.1  Tretiranje 
Iz erlenmajerice s kulturo kvasovk v PBS pufru, ki smo jo predhodno inkubirali na stresalniku 
pri temperaturi 28 °C, s hitrostjo stresanja 220 obr./min, smo v 50-ml falkon epruvete prenesli 
po 10 mL suspenzije. 
 
Kvasni suspenziji (10 mL) v falkon epruvetah smo dodali 50 µL založne raztopine (točka 
3.6.1.1) posameznega estra kavne kisline (EKK), le v primeru tretiranja kvasovk s 100 µM 
koncentracijo CAPE, smo suspenziji dodali 50 µL delovne raztopine (točka 3.6.1.1). 
Kontrolnim vzorcem smo namesto raztopin EKK dodali 50 µL 96 % etanola. Z namenom, da 
bi preprečili lokalno interakcijo dodane snovi s celicami v suspenziji, smo vsebino falkon 
epruvet dobro premešali. Falkon epruvete smo nato prenesli na stresalnik s temperaturo 28 °C 
ter hitrostjo stresanja 220 obr./min, za 2 uri. 
 
3.6.4.2  Shranitev celične kulture, tretirane z izbranimi EKK 
Po pretečeni dvourni inkubaciji smo tretirane vzorce iz falkon epruvet prenesli v 
centrifugirke. Za namen meritev razmerja NAD
+
/NADH smo iz falkon epruvet v centrifugirke 
prenesli po 2 mL, za  namen meritev glutationa v reducirani obliki pa po 8 mL tretiranih 
vzorcev. Vzorce smo nato centrifugirali za čas 5 min pri hitrosti 12000 obr./min. Po 
končanem centrifugiranju smo odlili nastali supernatant ter preostalo usedlino enkrat sprali v 
pufru PBS. Po spiranju usedline v pufru smo ponovili postopek centrifugiranja vzorcev pri 
enakih pogojih. Supernatant, ki je nastal po končnem centrifugiranju, smo odstranili, celično 
usedlino pa zamrznili z uporabo tekočega dušika ter do nadaljnjih analiz, v sklopu katerih smo 
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opravili meritve razmerja NAD+/NADH ter meritve vsebnosti glutationa, shranili v 
zamrzovalni omari s temperaturo -80 °C.  





/NADH smo izvedli v treh delih. V sklopu prvega dela je potekala 
priprava lizatov mikrobne kulture (točka 3.6.5.1), nato pa je sledil drugi del, v okviru katerega 
smo izvedli meritve vzorcev (točka 3.6.5.2). Poleg meritev tretiranih vzorcev smo na koncu 
pomerili še koncentracije proteinov v vzorcih (točka 3.6.5.3). Na takšen način smo lahko 
pridobljene rezultate normalizirali na maso proteinov. 
 
3.6.5.1  Priprava lizatov mikrobne kulture 
Zamrznjene centrifugirke s predhodno pridobljenimi sedimenti kulture celic S. cerevisiae 
(točka 3.6.4.2) smo odtalili pri sobni temperaturi. V centrifugirke z biomaso smo nato dodali 
200 µL ekstrakcijskega pufra (točka 3.4.2), ogretega na sobno temperaturo. Poleg 
ekstrakcijskega pufra smo v vsako izmed centrifugirk dodali še po dve spatuli cirkonij - 
kremenčevih kroglic.  
 
Opisanemu koraku je sledila homogenizacija vzorcev za čas treh minut v napravi Bullet 
Blender. Po končani homogenizaciji smo centrifugirke z vzorci pet minut inkubirali na ledu, 
za tem pa ponovili proces homogenizacije. 
 
Homogenizaciji je sledilo centrifugiranje vzorcev pri hitrosti 20000 g ter temperaturi 4 °C, 20 
minut. Po končanem centrifugiranju smo odstranili nastali supernatant ter ga prenesli v nove 
mikrocentrifugirke, predhodno uporabljene centrifugirke z usedlino celic ter kroglic pa smo 
zavrgli. Centrifugirke s supernatanti smo vse do konca poteka dela hranili na ledu. 
 
3.6.5.2  Merjenje razmerja NAD
+
/NADH 
V nadaljevanju metode smo uporabili preostale reagente, ki smo jih našli v kompletu za 
merjenje razmerja NAD
+
/NADH (točka 3.4.2). Omenjeni komplet nam je omogočal, da smo 
vrednosti razmerja molekul NAD
+
/NADH izmerili posredno. Ker je s testom mogoče zaznati 
zgolj celokupno koncentracijo molekul NAD
+
 + NADH, posamezne molekule NAD
+
 pa niso 
zaznavne, smo lahko razmerje ugotovili le tako, da smo pripravili dve paralelki vzorcev. Prva 
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paralelka, ki smo jo pripravili brez segrevanja, je služila za merjenje celokupne koncentracije 
molekul (NAD
+
 in NADH). V drugi paralelki vzorcev pa so se v času segrevanja molekule 
NAD
+
 razgradile, tako da smo nato z metodo sprektrofotometričnega merjenja zaznali le 
molekule NADH, ki so v vzorcu ostale intaktne. Razmerje smo na koncu izračunali tako, da 
smo od celokupne koncentracije molekul NAD
+
 in NADH odšteli izmerjeno koncentracijo 
molekul NADH (BioVision). 
 
V primeru segrevanja smo 20 µL supernatanta posameznega vzorca prenesli v sterilne 
mikrocentrifugirke, ki smo jih nato prenesli v termoblok s temperaturo 60 °C, kjer smo jih 
inkubirali za čas 30 min.  
 
V času inkubacije vzorcev smo pripravili tudi reakcijsko mešanico, ki po navodilih za 
pripravo sestoji iz 98 µL pufra "NAD Cycling buffer" ter 2 µL encima v kompleksu "NAD 
Cycling Enzyme Mix" (točka 3.4.2).  
 
Po končani inkubaciji smo vse vzorce stokratno redčili v pufru (NAD+ ekstrakcijski pufer) 
(točka 3.4.2) ter jih prenesli v nove centrifugirke. Polovico vzorcev smo ustrezno označili kot 
"redčene, segrete vzorce", polovico pa kot "redčene, nesegrete vzorce". 50 µL vsakega 
redčenega vzorca smo prenesli v posamezno jamico na prozorni mikrotitrski plošči. V vse 
jamice z vzorci smo nato dodali po 100 µL pripravljene reakcijske mešanice (točka 3.4.2), v 
jamice, ki so bile namenjene merjenju ˮozadjaˮ, pa smo 50 µL posameznega vzorca dodali 
100 µL pufra "NAD Cycling buffer" (točka 3.4.2). Mikrotitrsko ploščo smo za čas 5 minut 
prenesli še v termoblok s temperaturo 25 °C, za tem pa vsem vzorcem dodali še po 10 µL 
NADH razvijalca (točka 3.4.2). Po dodatku razvijalca smo ploščo zaščitili pred svetlobo ter jo 
prenesli v čitalec mikrotitrskih plošč. V računalniku, povezanem z merilno napravo smo v 
sklopu programske opreme čitalca mikrotitrskih plošč predhodno nastavili ustrezen program 
ter zagnali proces meritve. Meritve so skupno potekale 105 minut, pri tem pa je naprava v 
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3.6.5.3  Meritve koncentracije proteinov v vzorcih z uporabo metode Bradford 
Test Bradford je bil namenjen meritvi koncentracije proteinov v celičnih lizatih ter končnemu 




Ob začetku uporabe reagenta smo najprej izdelali umeritveno krivuljo, s pomočjo katere smo 
lahko naknadno izračunali koncentracijo proteinov v vzorcih. Pri izdelavi umeritvene krivulje 
smo uporabili različne stopnje redčitev osnovne raztopine govejega serumskega albumina 
(BSA). Te smo nato na mikrotitrsko ploščo dodali v enakih razmerjih skupaj z reagentom 
Bradford (4 µL redčenega vzorca ter 196 µL 5x redčenega reagenta Bradford). Nato smo pri 
obdelavi podatkov vnesli posamezne točke vrednosti absorbanc pri posameznih 
koncentracijah ter izrisali premico. 
 
Ob izdelavi umeritvene krivulje smo dobili tudi pripadajočo enačbo, ki smo jo uporabili za 
končni izračun koncentracije proteinov v preiskovanem vzorcu. Ob izračunu vrednosti 
koncentracije proteinov smo morali vedno upoštevati tudi vse uporabljene redčitve vzorcev. 
 
V začetni fazi izvedbe testa smo v ustreznem pufru redčili vse vzorce. Vzporedno z vzorci 
smo z bidestilirano vodo v enakem razmerju redčili tudi reagent Bradford. Slepega vzorca 
nismo redčili. Za namen priprave vzorcev smo v jamice na prozorni mikrotitrski plošči dodali 
po 4 µL posameznega redčenega vzorca ter k vsakemu vzorcu dodali še 196 µL 
pripravljenega reagenta Bradford. Kot slepi vzorec smo na mikrotitrsko ploščo nanesli 4 µL 
pufra, s katerim smo redčili vzorce ter dodali 196 µL reagenta Bradford. Z uporabo čitalca 
mikrotitrskih plošč smo vzorcem izmerili absorbanco pri valovni dolžini 595 nm in iz 
umeritvene krivulje določili koncentracijo proteinov v vzorcu. Vzorce smo na ploščo nanašali 
v treh paralelkah. 
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Slika 9: Umeritena krivulja ter pripadajoča enačba za metodo Bradford. 
 
3.6.6 Meritve vsebnosti glutationa v reducirani obliki 
Tako kot meritve razmerja NAD
+
/NADH, smo tudi postopek meritve vsebnosti glutationa 
izvedli v več delih. V sklopu prvega dela je potekala priprava mikrobne kulture s tretiranjem 
(točka 3.6.4.1), sledil je sklop ekstrakcije molekul glutationa (točka 3.6.6.2) ter na koncu še 
zadnji del, v okviru katerega smo izvedli meritve vzorcev (točka 3.6.6.3). Poleg meritev 
tretiranih vzorcev smo na koncu pomerili še optično gostoto homogenta (točka 3.6.6.4) z 
namenom normalizacije vzorcev 
 
3.6.6.1  Priprava vzorcev 
Po tretiranju vzorcev, opisanem v poglavju 3.6.4.1, smo iz vsake 10-mL falkon epruvete 
prenesli po 8 mL brozge v 12,5-mL falkon epruvete in jih centrifugirali pri hitrosti 2500 g, za 
čas 3 minute, po končanem centrifugiranju odlili nastali supernatant, rob falkon epruvet pa 
popivnali ob čisto brisačko. 
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3.6.6.2  Ekstrakcija glutationa 
Sedimentu smo dodali 100 µL pufra GAB (točka 3.4.3), premešali s pomočjo uporabe 
vrtinčnega mešala, nato pa falkon epruvete s suspenzijo inkubirali na ledu za čas 5 min. Po 
končani inkubaciji na ledu smo v centrifugirke prenesli 60 µL homogenata, naknadno dodali 
še 20 µL perklorne kisline (PCA), vse skupaj premešali s pomočjo vrtinčnega mešala in 
ponovno inkubirali na ledu za čas 5 min. Pripravili smo tudi slepi vzorec, ki je vseboval 60 
µL pufra GAB ter 20 µL perklorne kisline. Z dodatkom perklorne kisline smo povzročili 
deproteinizacijo vzorcev. Pri tem je prišlo do oboritve proteinov, ki so se posedli na dno 
centrifugirke. Peptidi, med katerimi prevladujejo molekule glutationa, se v tem procesu niso 
oborili in so ostali v supernatantu.  
 
Vse tretirane vzorce smo po končani 5-minutni inkubaciji na ledu skupaj s slepim vzorcem 
centrifugirali pri temperaturi 4 °C, hitrosti 13000 g, 2 minuti. Po končanem procesu 
centrifugiranja smo po 40 µL supernatanta posameznega vzorca prenesli v nove 1,5-mL 
centrifugirke, dodali 20 µL raztopine kalijevega hidroksida (KOH) (točka 3.4.3), premešali ter 
na ledu inkubirali za čas 5 minut. Po končani inkubaciji smo še enkrat ponovili centrifugiranje 
vzorcev pri temperaturi 4 °C, hitrosti 13000 g, 2 minuti. 
Ob dodatku raztopine kalijevega hidroksida je prišlo do precipitacije predhodno dodane 
perklorne kisline ter nevtralizacije vzorcev.  
 
3.6.6.3  Meritve koncentracije GSH v vzorcih 
V zadnjem koraku izvedbe metode smo v sterilne centrifugirke prenesli po 10 µL 
supernatanta, temu pa dodali še 80 µL pufra GAB ter 10 µL reagenta ortoftalaldehida (OPA). 
OPA reagira z molekulami glutationa, ki se v vzorcu nahajajo v reducirani obliki in tvori 
kompleks, ki fluorescira pri valovni dolžini vzbujanja λ = 340 nm. Vzorce smo pred meritvijo 
fluorescence inkubirali v termobloku, pri temperaturi 25 °C, 40 minut. 
 
Inkubaciji je sledil prenos vzorcev na črno mikrotitrsko ploščo, ki smo jo vstavili v čitalec 
mikrotitrskih plošč ter izvedli meritev pri valovni dolžini vzbujanja λ = 340 nm ter valovni 
dolžini emisije λ = 420 nm. 
 
Poglajen R. Vpliv estrov kavne kisline na znotrajcelično redoks stanje kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 27 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018  
 
 
3.6.6.4  Meritve optične gostote vzorcev  
 
Preostali vzorec homogenata (točka 3.6.6.2) smo 10x redčili, redčitve prenesli v jamice 
prozorne mikrotitrske ploščice in nato izmerili optično gostoto na čitalcu mikrotitrskih plošč 
Safire 2 pri valovni dolžini λ = 650 nm.  
 
Opisane meritve absorbance vzorcev so bile pomembne, saj smo lahko z njihovo pomočjo 
normalizirali vrednosti reduciranega glutationa. Rezultate smo na koncu izrazili kot maso 
glutationa v reducirani obliki na vrednost optične gostote homogenata. 
 
3.6.7 Umeritvena krivulja GSH 
 
3.6.7.1  Postopek izdelave umeritvene krivulje za določanje vsebnosti glutationa v reducirani 
obliki 
Za izdelavo umeritvene krivulje za meritve glutationa v vzorcih smo 10 µL založne raztopine 
standarda GSH (20 µg/µL) dodali 990 µL pufra ʺGABʺ (točka 3.4.3) in tako pridobili delovno 
raztopino s koncentracijo 0,2 µg/µL. Nato smo v posamezne jamice na mikrotitrski plošči 
dodali 0, 2, 4, 6, 8 ter 10 µL delovne raztopine ter dopolnili z dodatkom pufra, tako da je 
končni volumen znašal 90 µL.  
 
40 µL perklorne kisline ʺPCAʺ smo dodali 20 µL ledeno hladnega 6 N kalijevega hidroksida. 
S tem smo precipitirali perklorno kislino in nevtralizirali vzorce. Vzorce smo 5 minut 
inkubirali na ledu, nato pa jih za čas dveh minut centrifugirali pri hitrosti 13000 g, temperaturi 
4 °C. 10 µL vsakega pripravljenega vzorca smo prenesli v črno mikrotitrsko ploščo s 96 
jamicami, nato pa volumen dopolnili s pufrom ʺAssay bufferʺ do 90 µL, da smo lahko 
detektirali glutation. Za namen detekcije celokupne koncentracije glutationa v vzorcu smo 
uporabili pufer ʺAssay bufferʺ, s katerim smo dopolnili jamice z vzorci na mikrotitrski plošči 
do volumna 80 µL. Kontrolo za določitev ozadja meritev smo izdelali na enak način, le da v 
tem primeru nismo uporabili vzorca. 
 
Vsakemu vzorcu na mikrotitrski plošči smo dodali še 10 µL reagenta OPA ter pomerili 
fluorescenco s čitalcem mikrotitrskih plošč. 
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Slika 10: Umeritena krivulja ter pripadajoča enačba za metodo GSH. 
 
3.6.8 Statistična analiza rezultatov 
Povprečna vrednost 
Rezultate, pridobljene z meritvami vzorcev, smo podali kot povprečne vrednosti vseh meritev, 
opravljenih v sklopu določene metode. Rezultate smo pridobili z uporabo enačbe 1 (Košmelj, 
2007).  
 
                                  … (1)  
kjer je:   – povprečna vrednost, n – število vzorcev, x – vrednosti i-te meritve  
 
Standardni odklon 
Kot pomoč pri oceni variabilnosti rezultatov smo uporabili standardni odklon (SD), ki smo ga 
izračunali po enačbi 2 (Košmelj, 2007).   
  
                                    … (2)  
kjer je:    – vrednosti i-te meritve, n – število vzorcev ,   – povprečna vrednost  
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S pomočjo t-testa smo preverili, ali se rezultat meritve preučevanega vzorca razlikuje od 
izmerjene vrednosti kontrole. V primeru, da je bila p vrednost  ≤ 0,05, je bila razlika med 
aritmetičnima sredinama statistično značilna. T-test smo opravili v programu Origin 8, (t-test 
v paru) ter uporabili dvorepo porazdelitev. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V okviru tematike magistrske naloge smo želeli ugotoviti, kako se na ravni znotrajceličnega 
redoks stanja pri kvasovki vrste Saccharomyces cerevisiae, kot modelnem organizmu, odraža 
vpliv tretiranja celic z estri kavne kisline (EKK), kot so metilni ester kavne kisline (CAME), 
etilni ester kavne kisline (CAEE), izopropilni ester kavne kisline (CAIPE) ter fenetilni ester 
kavne kisline (CAPE). Po izpostavitvi celic kvasovk z omenjenimi estri smo merili 
znotrajcelično razmerje NAD+/NADH ter vsebnost glutationa v reducirani obliki (GSH). 
 
V predhodnem raziskovalnem delu (Medved, 2016) so kvasovko inkubirali v pufru PBS, pri 
28 °C, 220 obr./min in jo za čas dveh ur izpostavili EKK vrst CAME, CAEE, CAIPE ter 
CAPE, v koncentracijah 1000, 100, 10 ter 1 µM. Z uporabo barvila 2',7'-diklorofluorescein 
diacetat so izmerili znotrajcelično oksidacijo. Rezultati so pokazali, da se je znotrajcelična 
oksidacija kvasnih celic v večini primerov znižala pri najvišji, 1000 µM koncentraciji EKK, le 
v primeru CAPE se je pri takšni koncentraciji znotrajcelična oksidacija v primerjavi s 
kontrolo povišala, medtem ko je bilo moč opaziti znatno znižanje znotrajcelične oksidacije ob 
tretiranju celic s CAPE pri 100 µM koncentraciji. 
 
Poleg vpliva EKK na znotrajcelično oksidacijo so preverili tudi vpliv CAME (1000 µM), 
CAEE (1000 µM), CAIPE (1000 µM) ter CAPE (100 µM) na metabolno energijo celic 
kvasovk. Metabolno energijo so spremljali preko ravni molekul ATP v kvasnih celicah. EKK 
so v izbranih koncentracijah v večji meri povišali celično metabolno energijo kvasovke, le v 
primeru CAME v koncentraciji 1000 µM se je celična metabolna energija znižala v primerjavi 
s kontrolo (Medved, 2016). 
 
Rezultati, ki so nakazovali tako spremembe v znotrajcelični oksidaciji kot metabolni energiji 
po dodatku EKK, so predstavljali izhodišče za našo nalogo, kjer smo želeli navedene 
spremembe preučiti še v povezavi z razmerjem NAD+/NADH in vsebnostjo glutationa v 
reducirani obliki ter tako dobiti boljši vpogled v pojasnitev antiokidativnega delovanja estrov 
v celicah. 
 
Celično kulturo smo najprej inkubirali v pufru PBS, pri pogojih 28 °C, 220 obr./min, po 
končanem času inkubacije pa tretirali z izbrano vrsto EKK. Za tretiranje kulture smo pri vseh 
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vrstah EKK uporabili najvišje (1000 µM) koncentracije, ki so v celicah izkazale 
antioksidativno delovanje. Izjemo smo naredili le v primeru CAPE, kjer smo poleg najvišje 
koncentracije uporabili še nekoliko nižjo, 100 µM koncentracijo, saj je bilo pri 1000 µM 
koncentraciji opaženo prooksidativno delovanje (Medved, 2016). Tretiranju kulture kvasovk 
so sledile meritve znotrajceličnega razmerja molekul NAD+/NADH ter vsebnosti glutationa v 
reducirani obliki (GSH). 
 
Vsaka izmed molekul, kot sta NAD
+
/NADH ter glutation, v celici namreč opravlja 
pomembno funkcijo. Molekule NADH celici zagotavljajo pridobivanje energije. Energija, 
shranjena v elektronih, ki se nahajajo v molekuli NADH, se v procesu, ki ga imenujemo 
oksidativna fosforilacija, ali v procesu celičnega dihanja v mitohondriju, lahko porabi za 
produkcijo energetskih molekul ATP. Tako se ob razgradnji hranil v celici poveča 
koncentracija molekul NADH, zniža pa se koncentracija molekul NAD+. Ob prenosu 
elektronov, ki se nahajajo v molekuli NADH skozi elektronsko transportno verigo, se tvorijo 
molekule ATP, pri tem pa se povečuje koncentracija molekul NAD+. Na takšen način se v 
celici vzdržuje razmerje NAD+/NADH in kadar se razmerje NAD+/NADH pomakne v prid 
molekul NAD
+, se v celici poveča metabolna aktivnost. V primeru, da se razmerje poruši in se 
koncentracija NAD
+
 v celici zniža, pa to vodi v nezmožnost celic, da bi producirale molekule, 
potrebne za pravilno uravnavo metabolizma, prezgodnje staranje celic ter v končni fazi proces 
celične smrti (Boyer, 2005). 
 
Glutation v reducirani obliki (GSH) predstavlja tripeptid, ki vsebuje tiol (γ-glutamil-cisteinil-
glicin), poznan kot ključni celični endogeni antioksidant. V celici igra pomembno vlogo na 
področju celičnega razstrupljanja, oz. odstranjevanja škodljivih spojin, ki nastajajo v celici, 
kot so ROS. Posledično celici pomaga pri vzdrževanju znotrajceličnega redoks stanja. Kot je 
bilo ugotovljeno, ima GSH ključno vlogo tudi pri patogenezi številnih bolezni človeka, 
vključno z rakom in srčno-žilnimi boleznimi. V celicah je lahko prisoten tako v reducirani 
(GSH), kot tudi oksidirani obliki (GSSG). Pri normalnih fizioloških pogojih v 
znotrajceličnem okolju prevladuje GSH. Le v primeru oksidativnega stresa pride do povišanja 
koncentracije GSSG, posledično pa se zniža sposobnost upiranja toksičnim komponentam, ki 
nastajajo pri celičnem dihanju ter nezmožnost celice, da bi vzdrževala znotrajcelično redoks 
stanje, kar lahko privede do zmanjšanja celične viabilnosti. Znotrajcelični GSH tako 
predstavlja občutljiv indikator, s pomočjo katerega lahko določimo celokupno celično zdravje 
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Slika 11: Vpliv estrov kavne kisline (EKK) na razmerje NAD
+
/NADH v celicah kvasovke  S. cerevisiae. 
Rezultati so izraženi kot povprečne relativne vrednosti ± SD glede na kontrolo (vrednost 1), n =2. Vrednosti, ki 
se od vrednosti kontrole statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05, so v preglednici 8 označene z zvezdicami (*). 
 
Preglednica 8: Rezultati statističnega t-testa za izmerjene vrednosti NAD+/NADH 
Ester kavne kisline Vrednost p 
CAEE 1000 µM 0,26 
CAME 1000 µM 0,014* 
CAPE 1000 µM 0,0489* 
CAPE 100 µM 0,0456* 
CAIPE 1000 µM 0,0214* 
 
*- razlika glede na kontrolo statistično značilna 
 
V primeru tretiranja vzorcev mikrobne kulture z CAEE v 1000 µM koncentraciji se razmerje 
v primerjavi s kontrolo ni statistično značilno spremenilo. Ob tretiranju vzorcev z ostalimi 
EKK, kot so CAME, CAIPE ter CAPE v 1000 µM koncentraciji, pa se je razmerje v 
primerjavi s kontrolo statistično značilno spremenilo. Prav tako smo spremembo razmerja 









































Posamezna vrsta EKK 
CAEE 1000 µM 
CAME 1000 µM 
CAPE 1000 µM 
CAPE 100 µM 
CAIPE 1000 µM 
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Rezultati meritev razmerja NAD
+
/NADH so skladni z rezultati meritev, opisanimi v 
raziskovalnem delu (Medved, 2016). Glede na kontrolno vrednost je bila izmerjena znižana 
raven molekul ATP ter skladno s tem nižja metabolna aktivnost celic v primeru, ko so celično 
kulturo tretirali z EKK vrste CAME pri koncentraciji 1000 µM. Tudi v sklopu naše raziskave 
smo v omenjenem primeru glede na kontrolo izmerili nižje razmerje NAD+/NADH molekul, 
kar nakazuje na nižjo metabolno aktivnost. Prav tako so rezultati meritev skladni v primeru 
tretiranja celične kulture z ostalimi vrstami EKK, kot so CAIPE pri koncentraciji 1000 µM ter 
CAPE pri koncentraciji 100 µM. V raziskovalnem delu (Medved, 2016), so rezultati v 
primerjavi s kontrolo pokazali višjo raven molekul ATP ter s tem povišano metabolno 
aktivnost celic, prav tako pa je bilo izmerjeno povišano razmerje NAD+/NADH glede na 
kontrolo tudi v primeru naše raziskave. Povišano razmerje zagotovi večjo količino molekul 
NAD
+
 v znotrajceličnem okolju, kar bi lahko nakazovalo na boljši fitnes celice, s čimer bi 
EKK povečali vitalnost celice. Da spremembe v metabolni aktivnosti celic niso vplivale na 
kultivabilnost celic, so potrdili  že v raziskovalnem delu Medved (2016). 
 
Rezultati so tako pokazali, da je med razmerjem NAD
+
/NADH ter koncentracijo molekul 
ATP dobra korelacija, kar nakazuje na dejstvo, da je metoda meritve razmerja NAD
+
/NADH 
primerna za oceno metabolnega stanja celic. 
 
Kot je bilo že predhodno omenjeno, se je v raziskavi Medved (2016) delovanje EKK vrste 
CAPE pri koncentraciji 1000 µM izkazalo kot prooksidativno. V primeru naših raziskav je 
bilo razmerje NAD
+/NADH v času po tretiranju celične kulture z omenjeno vrsto EKK glede 
na kontrolo povišano, in sicer od vseh preučevanih estrov najbolj. Povečanje razmerja 
NAD
+
/NADH bi v tem primeru lahko pomenilo večje potrebe celic po energiji, ki bi se 
uporabila za indukcijo stresnega odgovora celic. 
 
Pridobljeni rezultati merjenja razmerja NAD
+
/NADH verjetno nakazujejo na prehodno stanje, 
ki se v celicah pojavi ob tretiranju kulture z EKK. Razmerje NAD
+/NADH smo namreč merili 
v času po dvournem tretiranju kulture z EKK. Ob dodatku estrov lahko celica v nekem danem 
trenutku potrebuje večje koncentracije molekul ATP, posledično pa se v znotrajceličnem 
okolju poveča sinteza molekul NADH. Verjamemo, da bi bilo razmerje NAD+/NADH 
drugačno v primeru, če bi parametre merili v času po inkubaciji mikrobne kulture, v okolju, 
kjer ne bi bilo več prisotnih EKK in bi se stanje celic ponovno stabiliziralo. 
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Rezultati, pridobljeni z metodo preverjanja koncentracije reduciranega glutationa v celicah po 
tretiranju kulture z različnimi vrstami EKK, nakazujejo drugačne trende kot rezultati, 





Slika 12: Vpliv tretiranja celic z estri kavne kisline (EKK) na vsebnost GSH. Rezultati so izraženi kot povprečne 
relativne vrednosti ± SD glede na kontrolo (vrednost 1), n = 2.Vrednost, ki se od vrednosti kontrole statistično 
razlikuje pri p ≤ 0,05, je v preglednici 9 označena z zvezdico (*). 
 
Preglednica 9: Rezultati statističnega t-testa za izmerjene vrednosti GSH 
Ester kavne kisline Vrednost p 
CAEE 1000 µM 0,0544 
CAME 1000 µM 0,1352 
CAPE 1000 µM 0,1537 
CAPE 100 µM 0,9184 
CAIPE 1000 µM 0,0266* 
 
*- razlika glede na kontrolo statistično značilna 
 
Glede na graf (Slika 9) s povprečnimi vrednostmi vsebnosti glutationa v reducirani obliki smo 
ugotovili, da se vsebnost glutationa v reducirani obliki glede na vrednost kontrole v večini 



























Posamezna vrsta EKK 
CAEE 1000 µM 
CAME 1000 µM 
CAIPE 1000 µM 
CAPE 100 µM 
CAPE 1000 µM 
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statističnih rezultatov (Preglednica 9) razlike, opazne na grafu glede na vrednost kontrole, 
niso statistično značilne. Izjemo predstavlja le rezultat, pridobljen v primeru tretiranja vzorcev 
z EKK vrste CAIPE pri koncentraciji 1000 µM. V tem primeru je razlika v populaciji glede 
na kontrolo sicer statistično značilna, vendar glede na preostale pridobljene statistične podatke 
sklepamo, da bi lahko v omenjenem primeru prišlo do napake bodisi tekom laboratorijskih 
postopkov, ali pa v postopku meritev vsebnosti GSH. 
 
Prisotnost GSH v celici sicer igra pomembno vlogo, saj s svojim antioksidativnim delovanjem 
preprečuje kopičenje reaktivnih kisikovih zvrsti v znotrajceličnem okolju, s tem pa pripomore 
k zmanjšanju možnosti poškodb celičnih komponent. Vendar pa bi lahko GSH v previsokih 
koncentracijah zaradi svojega regeneracijskega cikla celici povzročal tudi povečano 
energetsko breme (Lushchak, 2012). Glede na rezultate, ki nakazujejo, da glutation verjetno 
ni vključen v antioksidativno delovanje EKK, sklepamo, da bi lahko bili v nalogo 
odstranjevanja radikalov vključeni kateri izmed ostalih endogenih antioksidativnih sistemov 
(npr. katalaza, superoksid dismutaza). Zaradi kompleksne narave znotrajceličnih sistemov pri 
kulturi kvasovk razloga za to, da se vsebnost GSH ob tretiranju celic z različnimi vrstami 
EKK ne spremeni, ne moremo zagotovo določiti. Vsekakor pa lahko zaključimo, da vrste 
EKK, v koncentracijah s katerimi smo tretirali celično kulturo, ne delujejo kot induktorji 
glavnega neencimskega antioksidativnega obrambnega sistema, kot je glutation, ampak 
obstaja tudi možnost, da je njihovo antioksidativno delovanje v celicah posledica 
neposrednega lovljenja ROS. V primeru, da EKK delujejo kot lovilci ROS, celični sistemi ne 
zaznavajo povišane koncentracije tovrstnih molekul in tako posledično ne pride do dodatne 
sinteze molekul GSH. 
 
Izmed vseh vrst EKK, katere smo vključili v tematiko magistrske naloge, je CAPE najbolje 
raziskan, predvsem v smislu antioksidativnega, protivnetnega ter protirakavega delovanja v 
evkariontskih celicah (Kassim in sod., 2014; Murtaza in sod., 2014; Zhang in sod., 2014; 
Carreño in sod., 2017; Ayla in sod., 2018). V primeru CAEE ter CAME je bilo v 
znotrajceličnem okolju opaženo protitumorno delovanje, katero je pogojeno s kemijsko 
strukturo omenjenih EKK (Lim in sod., 2014; Wang in sod., 2014). Zanimivo je, da se v 
primerjavi z ostalimi vrstami EKK, CAIPE s stališča antioksidativnega delovanja v literaturi 
skorajda ne pojavlja. 
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EKK so najpogosteje prisotni v propolisu, vendar se med seboj lahko razlikujejo v svoji 
kemijski strukturi. Propolis namreč izvira iz različnih področij širom sveta in skladno z 
raznolikostjo področij se v svoji kemijski strukturi razlikujejo tudi EKK, prisotni v propolisu, 
zaradi česar je opazna različna učinkovitost delovanja estrov (Zhang in sod., 2014). Prisotnost 
nitro-skupine na glavni kemijski verigi EKK omogoča protitumorno aktivnost molekule. Prav 
tako se s podaljševanjem kemijske verige molekul, katerih alkilni konec verige je povezan z 
benzenovim obročem domnevno povečuje tudi protirakava aktivnost takšnih molekul (Zhang 
in sod., 2014). Tudi zamenjava hidroksilnih skupin z metoksi-skupino na glavni kemijski 
verigi EKK bi lahko omogočala protivnetno aktivnost molekule (Zhang in sod., 2014). 
Opisane funkcionalne kemijske skupine so shematsko prikazane na sliki 13. 
 
Slika 13: Shematski prikaz biološke aktivnosti molekule CAPE v odvisnosti od modifikacije kemijske strukture 
z različnimi funkcionalnimi skupinami (Zhang in sod., 2014). 
 
EKK se pojavljajo v različnih naravnih virih ter tako izkazujejo velik potencial za prihodnjo 
uporabo na področju antioksidativnega delovanja ter preprečevanja številnih obolenj (Murtaza 
in sod., 2014). Glede na raziskave, ki so bile opravljene do sedaj, bi bilo vsekakor smiselno, 
da bi v prihodnosti poleg CAPE podrobneje preiskali tudi ostale vrste EKK ter jih, bodisi v 
samostojni obliki, ali pa v določenih kombinacijah, uporabili v terapevtske namene. 
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4.1 POTRDITEV HIPOTEZ 
 
Z rezultati, ki smo jih pridobili v sklopu izvedbe magistrske naloge, smo potrdili hipotezo 
glede različnega vpliva EKK na znotrajcelično redoks stanje pri celicah kvasovke S. 
cerevisiae. Potrdili smo, da je prisotnost EKK povečala znotrajcelično razmerje molekul 
NAD
+/NADH. Do povišanja razmerja molekul je prišlo v primeru tretiranja mikrobne kulture 
s CAPE in CAIPE v koncentraciji 1000 µM ter pri 100 µM koncentraciji CAPE. V največji 
meri se je razmerje povečalo ob tretiranju celic kvasovk s 1000 µM koncentracijo CAPE. 
 
Rezultati pa niso v skladu z drugo hipotezo, ki govori o tem, da bodo preučevani EKK, ki 
znižajo znotrajcelično oksidacijo, povečali vsebnost glutationa v reducirani obliki. Vrednost 
vsebnosti glutationa se namreč ni statistično značilno spremenila v nobenem primeru 
tretiranja celic z EKK. 
  
Poglajen R. Vpliv estrov kavne kisline na znotrajcelično redoks stanje kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 38 






+/NADH se je glede na kontrolo povišalo v primeru tretiranja celične kulture 





/NADH se je glede na kontrolo znižalo v primeru tretiranja celične kulture 
S. cerevisiae s CAME pri koncentracij 1000 µM. 
 
- Metoda meritve razmerja NAD
+
/NADH je v dobri korelaciji z metodo merjenja metabolne 
aktivnosti celic na osnovi ATP.  
 
- Antioksidativno delovanje preučevanih estrov v celicah ni posledica indukcije vsebnosti 
glutationa v reducirani obliki kot glavnega celičnega neencimskega antioksidativnega 
obrambnega sistema. 
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Estri kavne kisline (EKK) so fenolne spojine, katere uvrščamo v skupino derivatov 
hidroksicimetnih kislin (Vermerris in Nicholson, 2008; LeBlanc in sod., 2012). Najdemo jih 
lahko v drevesih različnih geografskih regij, zeliščih ter ostalih rastlinskih virih (Tolba in 
sod., 2014) in medu. V laboratorijskem okolju je mogoča tudi kemijska sinteza EKK (Tolba 
in sod., 2014). Omenjene spojine v splošnem sestojijo iz kavne kisline, sestavljene iz 
fenolnega obroča, na katerega sta pripeti dve hidroksilni skupini ter alkohol. Alkohol se lahko 
razlikuje pri vsakem posameznem EKK (Banskota in sod., 2001). Tekom laboratorijskega 
eksperimenta smo kot modelni organizem uporabili kvasovko vrste S. cerevisiae. Glede na 
dosedanje raziskave, ki so bile opravljene na področju estrov kavnih kislin (EKK), smo v 
eksperiment vključili različne vrste EKK, kot so metilni ester kavne kisline (CAME), 
izopropilni ester kavne kisline (CAIPE), etilni ester kavne kisline (CAEE) ter fenetilni ester 
kavne kisline (CAPE). 
 
 Z namenom, da bi preučili vpliv EKK na znotrajcelično redoks stanje pri preučevanih 
celicah, smo v prvem sklopu eksperimenta merili razmerje molekul NAD
+
/NADH, v sklopu 
nadaljnjega poteka eksperimenta pa, kako se glede na vpliv posamezne vrste EKK spreminja 
znotrajcelična koncentracija glutationa v reducirani obliki (GSH). 
 
Kulturo kvasovk smo na stresalniku pri temperaturi 28 °C najprej kultivirali do stacionarne 
faze rasti, nato pa jo za čas dveh ur izpostavili EKK. Ob doseženi stacionarni fazi rasti smo 
izvedli zgoraj omenjene meritve, po  končanem eksperimentalnem delu pa je sledila še 
statistična analiza meritev, s pomočjo katere smo prišli do naslednjih ugotovitev. 
 
Glede na rezultate, pridobljene v sklopu meritev razmerja molekul NAD
+
/NADH, smo 
ugotovili, da se je pri posamezni vrsti EKK izkazalo različno delovanje. V skladu z začetno 
hipotezo smo potrdili, da prisotnost EKK večinoma poveča znotrajcelično razmerje molekul 
NAD
+/NADH. Do povišanja razmerja NAD+/NADH je tako prišlo v primeru, ko smo 
mikrobno kulturo tretirali z EKK vrst CAPE, CAIPE v koncentraciji 1000 µM ter CAPE v 
koncentraciji  100 µM. Izmed vseh testiranih vrst EKK je najbolj izstopal CAPE v 1000 µM 
koncentraciji, pri čemer se je razmerje povečalo v največji meri. V primeru tretiranja celic z 
EKK vrste CAME v koncentraciji 1000 µM, se je razmerje v primerjavi s kontrolo znižalo.  
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Rezultati, ki smo jih pridobili v primeru meritev glutationa v reducirani obliki (GSH), niso 
bili skladni s hipotezo, kjer smo predvidevali, da se bo ob tretiranju z EKK vsebnost 
glutationa povišala. Kot kažejo statistično obdelani rezultati, se vsebnost znotrajceličnega 
GSH glede na kontrolo namreč ni spremenila v nobenem izmed primerov.   
 
Ob zbranih rezultatih lahko zaključimo, da vrste EKK, v koncentracijah, s katerimi smo 
tretirali celično kulturo kvasovk, ne delujejo kot induktorji glavnega neencimskega 
antioksidativnega obrambnega sistema, kot je glutation. Sklepamo, da obstaja možnost, da je 
antioksidativno delovanje EKK v celicah posledica neposrednega lovljenja ROS, oz. 
indukcije encimskih antioksidativnih sistemov. Da bi lahko to zagotovo potrdili, bi bilo v 
prihodnjih raziskavah smiselno preveriti tudi ostale encimske sisteme v celici, kot so npr. 
katalaza, superoksid dismutaza. 
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Vpliv estrov kavne kisline (EKK) na razmerje NAD
+
/NADH v celicah kvasovke  S. cerevisiae. Rezultati so 
izraženi kot relativne vrednosti glede na kontrolo (vrednost 1). Na levi strani grafa so prikazani rezultati, 
pridobljeni z meritvami prve biološke ponovitve tretiranih vzorcev, na desni strani grafa pa so prikazani rezultati, 
pridobljeni z meritvami druge biološke ponovitve tretiranih vzorcev. 
 
Priloga B Graf s prikazom rezultatov meritev GSH 
 
 
Vpliv tretiranja celic z estri kavne kisline (EKK) na vsebnost GSH. Rezultati so izraženi kot relativne vrednosti 
glede na kontrolo. Na levi strani grafa so prikazani rezultati, pridobljeni z meritvami prve biološke ponovitve 
tretiranih vzorcev, na desni strani grafa pa so prikazani rezultati, pridobljeni z meritvami druge biološke 
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Priloga C Absolutne ter relativne vrednosti razmerja NAD+/NADH glede na maso 
proteinov v gramih 
 
Ester Kavne Kisline 
                 
NAD+/NADH
/masa proteinov [g] 
Relativne vrednosti Absolutne vrednosti Biološka ponovitev 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola  
CAME 0,487 1 0,285 0,584 1. biološka ponovitev 
0,504 1 0,402 0,797 2. biološka ponovitev 
CAEE 0,799 1 0,278 0,348 1. biološka ponovitev 
0,712 1 0,439 0,618 2. biološka ponovitev 
CAIPE 1,659 1 1,416 0,853 1. biološka ponovitev 
2,04 1 0,907 0,445 2. biološka ponovitev 
CAPE 1000 1,097 1 0,355 0,323 1. biološka ponovitev 
1,046 1 0,609 0,583 2. biološka ponovitev 
CAPE 100 1,273 1 0,215 0,169 1. biološka ponovitev 
1,124 1 0,617 0,549 2. biološka ponovitev 
 
Priloga D Absolutne ter relativne vrednosti GSH 
 
Ester Kavne Kisline 
                  
Relativne vrednosti Absolutne vrednosti Biološka ponovitev 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola  
CAME 0,591 1 6674,834 11286,700 1. biološka ponovitev 
0,747 1 7912,203 10581,460 2. biološka ponovitev 
CAEE 0,787 1 8333,852 10581,460 1. biološka ponovitev 
0,732 1 5096,373 6955,901 2. biološka ponovitev 
CAIPE 0,672 1 7812,407 11618,690 1. biološka ponovitev 
0,754 1 8435,063 11173,750 2. biološka ponovitev 
CAPE 1000 0,719 1 7612,064 10581,460 1. biološka ponovitev 
0,574 1 6478,739 11286,700 2. biološka ponovitev 
CAPE 100 1,047 1 9046,830 8640,717 1. biološka ponovitev 
0,878 1 7589,141 8640,717 2. biološka ponovitev 
 
Priloga E Povprečne vrednosti ter standardni odkloni NAD+/NADH 
EKK Povprečje St. odklon 
CAME 1000 µM 0,495 0,012 
CAEE 1000 µM 0,751 0,055 
CAIPE 1000 µM 1,849 0,296 
CAPE 1000 µM 2,615 0,106 
CAPE 100 µM 1,198 0,105 
 
Priloga F Povprečne vrednosti ter standardni odkloni GSH 
EKK Povprečje St. odklon 
CAME 1000 µM 0,669 0,110 
CAEE 1000 µM 0,760 0,038 
CAIPE 1000 µM 0,713 0,058 
CAPE 1000 µM 0,646 0,102 
CAPE 100 µM 0,962 0,119 
 
